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RESUMEN

Antecedentes: E| dioxido de titanio grado alimenticio (E171) es ampliamente utilizado
como aditivo en alimentos para dar color blanco y opacidad. Se encuentra en lacteos,
dulces y reposteria, ademas esta presente en pastas dentales y en productos
farmacéuticos por lo que la poblacidén en general esta altamente expuesta a este aditivo

por via oral.

A pesar de que se conocen algunos efectos toxicos del didxido de titanio por via
inhalatoria y oral, la informacion sobre el E171 es muy limitada. Se sabe que el E171 es
internalizado y acumulado en células de colon, sin embargo, no se han estudiado los
efectos genotoxicos del E171 en el este tejido, ni los mecanismos por los cuales podria
causar dafo al DNA; por lo que el objetivo de este trabajo fue analizar el dafio a DNA
por la exposicién en el colon de ratones sanos alimentados con E171 por 4 y 10
semanas. Ademas, para estudiar el mecanismo de este dafo, se determiné la formacién
de micronucleos (MN) en células de cancer colorrectal (HCT116) expuestas a E171
durante 24 horas, y de manera acelular, se evaluo la capacidad fotocatalitica del E171 y
el dano directo a DNA plasmidico inducido por la exposicion a E171.

Método: Se administréo E171 por medio del alimento (0.5% del peso total del alimento)
a ratones sanos y se evaluaron las rupturas de doble cadena en el DNA, ademas se
evaluo el dafio genotéxico por medio del ensayo de MN en concentraciones no
citotéxicas en células HCT116 de cancer colorrectal. Se evalué la capacidad
fotocatalitica del E171 por medio del ensayo de degradacion de azul de metileno (AM),
ademas de evaluar el efecto que tiene la incubacion del E171 con proteinas como suero
fetal bovino (SFB) y albumina en la capacidad fotocatalitica del mismo. Finalmente, para
determinar si el E171 podria tener interaccion directa con el DNA, se realizé un ensayo
de degradacion de DNA plasmidico.

Resultados: El dafio al DNA en el colon de ratones alimentados con 0.5% de E171 a
las 4 semanas se incrementd 3 veces en comparacion al control y esto se mantuvo a las
10 semanas de tratamiento. Por otra parte, las concentraciones de 5, 10, 50 y 100 ug/cm?
de E171, no son citotoxicas para las células HCT116 por lo que fueron utilizadas para el

ensayo de MN. El numero de MN en células HCT116 expuestas a E171 aumentd 1.9,
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2.4y 3.6 veces con las concentraciones de 5, 10 y 50 ug/cm? respectivamente, los MN
en la concentracion de 100 pg/cm2 no pudieron ser contados debido a la interferencia de
los aglomerados de E171 en la interpretacion de los resultados. En los ensayos
acelulares, se encontr6 que el E171 tiene capacidad fotocatalitica contrario a lo
anteriormente reportado, ademas, esta se ve reducida 5.6 y 2.4 veces al ser incubado
con SFB y 0.1% de albumina respectivamente. Al exponer DNA plasmidico a distintas
concentraciones de E171, el DNA cambia de la forma super enrollada a circular de una
manera dosis dependiente, lo que indica la generacion de ruptura de cadena sencilla

Conclusion: El E171 causa genotoxicidad in vivo e in vitro en colon. Esto se ve en un
aumento de 3 veces de rupturas de doble cadena en tejido de colon de ratones al ser
administrado a través de la dieta y de forma in vitro se observa en la induccion de la
formacion de MN, en células de cancer colorrectal, de manera concentracion
dependiente. El E171 posee actividad fotocatalitica la cual se ve reducida al recubrir las
particulas con SFB y albumina del medio. Finalmente, el E171, puede causar rupturas
de doble cadena en un modelo acelular de degradacion de DNA plasmidico.
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Protection Agency: Agencia de
proteccion al Ambiente de Estados
Unidos

FAP Poliposis adenomatosa familiar

FDA Del inglés Food and Drug
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1. Introduccion

1.1 Nanomateriales, definicion y aplicaciones

Los nanomateriales (NMs) son definidos por la Unidn Europea como materiales que
consisten en al menos 10% de particulas con una o mas dimensiones en el intervalo de
1 nm a 100 nm. Los NMs se clasifican en naturales, que son el producto de procesos
como erosion y erupciones volcanicas, incidentales los cuales son generados por los
humanos sin intencion y son producto de procesos como combustion, por ultimo, los NM
manufacturados que son intencionalmente fabricados con caracteristicas especificas
para ser utilizados en un amplio espectro de aplicaciones en la medicina, la electronica,
la agricultura, el tratamiento de aguas, la industria textil, la fabricacion de productos de
uso personal y la industria alimenticia (EPA, 2016).

Los NMs manufacturados pueden clasificarse por su composicion quimica y estructura
fisica en cuatro grandes grupos segun la Agencia de Proteccion al Ambiente de Estados
Unidos (EPA):

e NMs de base de carbono
0 Son moléculas compuestas principalmente de carbdn y organizadas en
formas especificas como esferas huecas y tubos.
o0 Son utilizados en baterias, en el cuerpo de automdviles y aviones o
cohetes, y en diagndstico médico y herramientas de imagen.
0 Ejemplos: nanotubos de carbdn, nanofibras de carboén, carbon black.
e Dendrimeros
0 Son moléculas ramificadas que proveen cavidades internas para
transportar otras moléculas y pueden estar funcionalizados en su
superficie.
0 Son utilizados en recubrimientos, bioremedacion, tintas, para contraste de
imagen o incluso como medicamentos.
0 Los mas comunmente utilizados estan formados por estructuras de

aminas y amidas (nitrogeno, hidrégeno y carbodn).

11
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e Quantum dots
0 Son semiconductores cristalinos, usualmente de metal que al ser
manipulado su tamafio puede resultar en diferentes colores fluorescentes.
0 Entre sus usos se encuentran luces de LED compuestas de quantum dots
de cadmio selenio, para analisis de imagen de células y moléculas y en
paneles solares.
e Con base metalica u 6xido-metalica
0 Son generalmente nanoparticulas (NPs) esféricas compuestas en su
totalidad o en parte, de uno o dos metales. Poseen propiedades épticas,
térmicas, magnéticas, de oxido reduccion y de conductividad especificas.
o0 Entre sus usos se encuentra el acarreamiento de farmacos, la formacion
de cubiertas antibacteriales y como semiconductores en aparatos
electrénicos.
o Ejemplos: NPs de dioxido de titanio (TiO2 NPs) en protectores solares y
alimentos, NPs de plata como agentes antibacteriales y NPs de silice

utilizadas en productos de plastico.

Ademas de estos NM, existen otros como los nanocompuestos los cuales son NMs
multifasicos donde una o mas de las fases que lo componen tiene al menos una
dimensién dentro de 1 a 100 nm, pueden ser organicos, inorganicos o combinados.
Ademas los nanocompuestos son utilizados en la medicina como acarradeores de
farmacos, en la electrénica, en la fabricacion de electrodos, en la imprenta de litografias
y en la industria alimenticia (Paul et al, 2008). Un ejemplo de estos son los
nanocompositos de almidén y arcilla utilizados en el empaquetamiento de alimentos
(Romero-Bastida et al, 2015).

El uso de NMs ofrece gran cantidad de ventajas en las muchas aplicaciones existentes,
sin embargo, hay ciertas desventajas a considerar, por ejemplo, se ha demostrado que
existen riesgos para la salud de los trabajadores que manejan NMs en la industria y se
encuentran expuestos por via inhalatoria de manera crénica (Boffeta et al, 2014).

Ademas, en diversos estudios in vitro e in vivo, se ha demostrado que algunos de estos

12
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NMs pueden tener efectos genotoxicos, citotdxicos, carcinogénicos o pro-inflamatorios
via inhalatoria (Bakand et al, 2016).

Por otro lado, debido al aumento de su aplicacién en la biomedicina y en productos
alimenticios y de uso personal, es importante también analizar los riesgos de exposicion
y crear medidas de regulacion para su uso (Kroll et al, 2009). Las investigaciones sobre
la toxicidad de los NMs han crecido exponencialmente en los ultimos afos, lo que indica
que hay una gran preocupacion por sus posibles efectos sobre la salud. En especial las
NPs de oxidos metalicos, que son las mas fabricadas y comercializadas, por lo que es
importante hacer estudios sobre su toxicidad para poder evaluar el riesgo de exposicion

a ellas (Piccinno et al, 2012).

Existen diversas caracteristicas y consideraciones que afectan la toxicidad de una NP,
como el tiempo y la via de exposicion, la cual puede ser oral, dérmica, inhalatoria e
intravenosa. También se debe tomar en cuenta el medio de dispersion, la composicion
de la particula, el tamafio de la misma, la capacidad fotocatalitica y la carga (Figura 1;
Stamm et al, 2012). Por ejemplo, se ha demostrado que cuando se disminuye el tamafio
de las TiO, NPs, el area superficial y reactiva de las mismas aumenta y se eleva su
potencial para producir especies reactivas de oxigeno (ROS) las que pueden tener
influencia en el desarrollo de inflamacion, toxicidad y enfermedades cronicas (Figura 1;
Lomer et al, 2002; Shi et al, 2013; Peters et al, 2014). Por otro lado, la carga de las TiO»
NPs cambia con respecto al pH del medio, a pH 10 la carga es negativa mientras que a
pH 3 la carga es positiva (Jiang et al, 2009). Ademas, la estructura cristalina de una NP
puede definir su capacidad fotocatalitica, lo cual esta relacionado directamente con la
formacién de ROS. Especificamente, se sabe que en cuanto a las TiO, NPs, la fase

anatasa es la mas toxica (Sayes et al, 2006).

13
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Figura 1. Principales caracteristicas que influyen en la toxicidad de una NP. En la
fotocatalisis ese forma el radical hidroxilo (OH). Modificado de Borel & Sabliov, 2014.

1.2 Genotoxicidad inducida por la exposicion a nanomateriales

Una parte importante de la evaluacion de riesgo del uso de NMs es su capacidad para
inducir citotoxicidad y genotoxicidad. La primera se refiere al daino que puede causar a
nivel celular y la segunda es el dafio en el DNA. Se sabe que la genotoxicidad es un
paso fundamental en el inicio y desarrollo del cancer (Lee et al, 2013), por lo que también
se han estudiado los efectos carcinogénicos de distintos NMs (Mroz et al, 2008; Singh
et al, 2009; Paino et al, 2012).

Existen diversos mecanismos por los que las NPs pueden ser causantes de
genotoxicidad, éstos se dividen en mecanismos primarios y secundarios. Los primarios
estan directamente relacionados con las NPs y se dan a nivel celular, pueden ser
directos si actuan al entrar en contacto con el DNA o indirectos si dafian moléculas
intermediarias que son componentes de la division celular, como lipidos o proteinas las
cuales pueden ser dafadas por intermediarios como ROS. Los mecanismos
secundarios consisten en la habilidad de las NPs de inducir inflamacion crénica, que

14
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resulta en la generacion exacerbada y sostenida de ROS por macrofagos y neutréfilos

reclutados en el sitio del dafio como mecanismo de defensa (Figura 2; Lee et al, 2013;
Zijno et al, 2015).

Figura 2. Mecanismos de genotoxicidad directa e indirecta por accién de
NPs. Las NPs pueden interactuar con el DNA rompiendo el esqueleto de
azucar-fosfato o mediante especies reactivas de oxigeno (ROS) oxidando
cualquiera de las cuatro bases que componen el DNA (C, G, T, A), sin
embargo, se sabe que la oxidacion de las guaninas (G) es la lesion mas
comun.

Se han hecho diversos estudios con NMs para probar su capacidad de inducir
genotoxicidad y en la mayoria se han encontrado resultados positivos. Por ejemplo, en
una revision de Landsiedel en el 2009, de 26 NMs probados, se encontraron 20 que
dieron resultado positivo en dafio a DNA y solo 6 dieron resultados negativos (Landsiedel
et al, 2009). Ademas, se han realizado otros estudios mas recientemente en los que se

ha visto el mismo efecto (Tabla 1).
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Tabla 1. Efecto genotéxico de distintos NMs en diversas lineas celulares.

ESTUDIOS DE GENOTOXICIDAD DE NMS

NANOMATERIAL Modelo Concentracion Referencia
genotoxica
BASE DE CARBON Fullerenos C60 Linfocitos humanos 2.2 ug/L Dhawan et al, 2006.
Nanotubos de Células V79 de 96 mg/cm2 Kisin et al, 2007.
carboén de pared fibroblastos de
simple rifidn
Nanotubos de Células MCF-7 de 50 pg/mL Muller et al, 2008.
carboén de pared cancer de mamay
multiple RLE de pulmén de
ratén
Carbon black Células A549 de 100 pg/mL Mroz et al, 2008.
adenocarcinoma de
pulmén
Grafeno Células 0.1 pug/mL Akhavan et al,
mesenquimales 2012.
humanas
DENDRIMEROS PPI (poli propilen Células sanguineas 500 pg/mL Ziemba et al, 2012.
imina) mononucleares
PAMAM Células CHO-K1 800 pg/mL Shah et al, 2013.
De ovario de
hamster chino
QUATUM DOTS CdSe quantum dots In vivo en ratones 2000 mg/kg Khalil et al, 2011.
con acido via oral
mercaptoacético
Didxido de titanio Linfocitos de sangre 100 ug/mL Demir et al, 2013.
(TiOy) periférica de
humano
OXIDOS METALICOS Oxido de zinc (ZnO)  Fibroblastos de 5 ug/mL Yang et al, 2009.
embridn de ratén
Plata (Ag) BEAS-2B células de 10 pg/mL Gliga et al, 2014.
cancer de pulmén
Oxido de cobre Células A549 de 40 pg/mL Karlsson et al,
(Cu0) adenocarcinoma de 2008.
pulmén

1.3 Nanoparticulas de diéxido de titanio

Las TiO2 NPs son el NM mas producido a nivel mundial (Gardufio-Balderas et al, 2015).
Estas son sintetizadas a partir de dioxido de titanio (TiO2; CAS-N0.13463-67-7), el cual
también es conocido como Oxido de titanio (IV), acido de titanio anhidro, titanio,
anhidrido titanico o blanco titanio y es la forma natural del titanio (Shi et al, 2013). El
TiO2 es un polvo blanco insoluble en agua y que se encuentra de manera natural
principalmente en tres formas cristalinas: rutilo, anatasa y brookita (Figura 3: Peters

et al, 2014). Es un material semiconductor, quimicamente inerte y tiene actividad
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fotocatalitica (Houas et al, 2011; Obolenskaya et al, 2015). Estas caracteristicas le
dan un amplio campo de aplicaciones, como en la fabricacién de pinturas, papeles,
celdas solares, plasticos, excipientes en tabletas. También se utiliza en varios
productos de uso personal como cosméticos, protectores solares y como aditivo en
alimentos, es muy utilizado principalmente porque en bajas cantidades se pueden

obtener las propiedades deseadas (Peters et al, 2014).

El TiO2 ha sido clasificado en el grupo 2B de la IARC como posible carcinégeno para
humanos, esto debido a estudios en ratas en los que se ve la formacién de tumores en
los pulmones tras la exposicion prolongada via inhalatoria a TiO, (IARC, 2006). De las
estructuras cristalinas del TiO, se sabe que la anatasa es la mas quimicamente
reactiva (Shi et al, 2013; Sayes et al, 2006), debido a que la actividad fotocatalitica
del TiO al ser expuesto a luz UV, incrementa al aumentar la fraccion de anatasa en
las particulas (Jang et al, 2001). Ademas, debido a que se sabe que la anatasa
genera ROS al ser expuesta a luz UV, se ha sugerido que puede tener mayor
potencial téxico que el rutilo y la brookita (Sayes et al, 20006).

FORMAS CRISTALINAS DEL DIOXIDO DE TITANIO

Figura 3. Formas cristalinas del diéxido de titanio (TiO,) con su respectivo arreglo
molecular. A la derecha se muestra la estructura quimica y la vista del polvo
comercial de TiO,. Peters et al, 2014.

17



GENOTOXICIDAD INDUCIDA POR LA EXPOSICION A DIOXIDO DE TITANIO GRADO ALIMENTICIO
(E171) EN CELULAS DE CANCER COLORRECTAL

Se sabe que las TiO, NPs difieren de su material original en cuanto a los efectos
biologicos debido a que sus propiedades fisicoquimicas pueden cambiar con el tamafio,
la forma y la composicién de la particula (Shi et al, 2013). El area de reaccion del TiO»
aumenta al disminuir su tamano y asi se mejoran sus propiedades fisicas, es por esto
que la fabricaciéon de TiO, NPs ha crecido exponencialmente en los ultimos afos

alcanzando un estimado de 10,000 toneladas al afio (Piccinno et al, 2012).

1.4 El diéxido de titanio como aditivo en los alimentos (E171)

Se consideran como aditivos para alimentos a las sustancias que se adicionan
directamente a los alimentos y bebidas, durante su elaboracién para proporcionar o
intensificar aroma, color o sabor; para mejorar su estabilidad o para su conservacion
(NOM-187-SSA1/SCFI-2002, 2003).

El TiO» utilizado como aditivo en los alimentos recibe el nombre de E171 (Figura 4),
segun la designacion de la Union Europea. Otros nombres para el E171 son CI77891 y
pigmento blanco 6. El E171 esta disponible en forma de anatasa, rutilo o una mezcla de
los dos, sin embargo se prefiere la utilizacion de anatasa debido a que brinda mayor
blancura (Peters et al, 2014).

Figura 4. Imagen de E171 obtenida por microscopia electronica de barrido. Tomado de Urrutia-Ortega et
al, 2016.

El E171 esta aprobado como aditivo en alimentos desde 1966 (FDA, 2015) y se utiliza
en diversos alimentos para darles color blanco, brillo u opacidad, ademas es usado en
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productos farmacéuticos como excipiente en tabletas. Se ha encontrado que entre los
alimentos con mayor concentracion de titanio estan las gomas de mascar con cubierta
dura, dulces confitados, bebidas preparadas de polvo endulzado y reposteria (Figura 5:
Weir et al, 2012; Athinarayanan et al, 2015). Estos alimentos pueden llegar a contener
hasta 5 ug Ti/ mg de alimento. Ademas se estima que en la poblacion de Estados Unidos
y el Reino Unido, el intervalo de ingesta de E171 va desde 0.2 hasta 3 mg TiO2/kgpw/al
dia (Weir et al, 2012). Ademas, el E171 es utilizado en México en la elaboracion de
harinas, tortillas y tostadas preenvasadas, helados, quesos frescos y procesados,
dulces a base de leche y todo tipo de cremas. Este puede ser utilizado segun las
buenas practicas de manufactura las cuales indican que debe utilizarse la minima
cantidad de E171 necesaria para alcanzar las propiedades deseadas (NOM-243-
SSA1-2010).

Figura 5. Cantidad de titanio por mg de producto en diversos alimentos. Modificado
de Weir et al, 2012.

Por otro lado, en Estados Unidos el E171 puede ser utilizado en una concentracion de
hasta 1% del peso del producto, mientras que en la Unidén Europea se puede usar en
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niveles quantum satis lo que significa “afadir cuanto sea necesario de un ingrediente

para que sea alcanzado el efecto deseado, pero no se afiada mas si se considera

demasiado” (Traducido de http://food.gov.uk/multimedia/pdfs/guidance.pdf consultado el
08/06/2016).

A pesar de que el E171 es un colorante muy utilizado en alimentos, la informacién de las
propiedades fisicoquimicas de las TiO, NPs en alimentos es limitada. Tal informacién es
importante para aportar bases para la estimacion del riesgo por exposicion oral a TiO2
NPs en humanos (Yang et al, 2014). En afos recientes se ha encontrado presencia de
hasta 36% TiO2 NPs en alimentos (Peters et al, 2014; Weir et al, 2012), lo cual causa

preocupacion por sus efectos sobre la salud del sistema gastrointestinal en humanos.

1.5 Efecto de las nanoparticulas de dioxido de titanio en distintos modelos

experimentales del tracto gastrointestinal

Existen diversas vias de exposicion por las cuales los humanos podemos estar en
contacto con TiO, NPs. Las mas importantes son la via inhalatoria en ambientes
ocupacionales, la via dérmica mediante el uso de protectores solares y cosméticos,
y la via oral, mediante el consumo de alimentos con E171. Se ha demostrado que la
inhalacion crénica de TiO, NPs puede causar efectos cancerigenos y también se
sabe que la exposicion mediante la via dérmica no representa un riesgo para la salud,

sin embargo, la via oral ha sido muy poco estudiada (Shi et al, 2013).

Estudios in vivo en humanos

Se han realizado muy pocos estudios sobre los efectos de las TiO2 NPs en humanos
y aun menos con E171. En biopsias de nifios de 3 a 18 afos con enfermedad
inflamatoria del intestino se encontraron cumulos de pigmentos en las placas de
Peyer compuestos principalmente de titanio y aluminosilicatos. Ademas estos
cumulos de pigmento mostraron un aumento de tamafo con relacion a la edad de los
nifos, lo que puede indicar que hay acumulacién de pigmentos a través de los afios
(Hummel et al, 2014). En otro estudio, en el que voluntarios humanos consumieron
una capsula con 50 mg de E171, se encontré que después de 6 h de haber sido

ingerido se encuentra la mayor absorcién en torrente sanguineo ademas que la
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principal ruta de absorcién es el intestino en su parte distal. Esto indica que el E171
puede ser absorbido y distribuido en el sangre después de haber sido consumido via
oral (Pele et al, 2015). Por otro lado, Jones et al, en el 2015 administraron 5 mg/kgow
de NPs (15 y 100 nm) y microparticulas (<5 pm) de TiO2 a voluntarios y no
encontraron evidencia de absorcion del TiO; sin importar el tamafio de las particulas
(Jones et al, 2015).

Estudios in vivo en modelos murinos

Se han realizado diversos estudios en sistemas murinos para evaluar los efectos de
las TiO2 NPs en diferentes partes del tracto gastrointestinal. Wang, et al en el 2007
administraron 5 g/kgpw de NPs nanométricas (25 y 80 nm) y particulas finas (155 nm)
de TiO; via intragastrica en ratones y encontraron acumulacion en higado, bazo,
rinones y pulmones lo que indica que el TiO2 puede llegar a diversos 6rganos a través
del tracto gastrointestinal (Wang et al, 2007). Nogueira, et al en el 2012 encontraron
que las particulas de TiO, en tamafio nanométrico (66 nm) y en tamano micrométrico
(260 nm), administradas en dosis de 100 mg/kg,w por medio de una sonda a ratones
macho ocasionaban inflamacion e hiperplasia en el intestino delgado (Nogueira et al,
2012). Brun, et al en el 2014 administraron TiO, NPs de 12 nm via intragastrica en
ratones y encontraron regiones ricas en Ti en las vellosidades del ileon y en la
periferia de los nodulos linfaticos de los ratones, asi como que la exposicidon a las
TiO2 NPs aument6 la permeabilidad paracelular en el intestino y disminuyd la
expresion de genes que codifican proteinas que influyen en el mantenimiento de las
uniones celulares en el ileon. Esto sugiere que las TiO, NPs pueden pasar a través
del ileon sugiriendo la ruta paracelular por medio de las conexiones celulares rotas
(Brun et al, 2014). Por otro lado, se ha visto que el E171 puede llegar a la circulacion
sanguinea tras 6 h de ingestion (Pele et al, 2015). Ademas, en un modelo murino de
cancer colorrectal se encontré un aumento significativo de tumores en el colon al
administrar E171 via intragastrica y se demostro que el E171 puede ser internalizado
en células de colon y almacenado durante varias divisiones celulares (Urrutia-Ortega
et al, 2016). Cabe senalar que la heterogeneidad en las condiciones de exposicion de
los diversos estudios lleva a una interpretacion parcial de los riesgos de exposicion y
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deben llevarse a cabo estudios mas apegados a la realidad en cuanto a las condiciones

de exposicion (lavicoli et al, 2011).

Estudios in vitro relacionados al tracto gastrointestinal

Los modelos in vitro, permiten observar de manera mas especifica diferentes
mecanismos de toxicidad. Se han realizado diversos estudios in vitro en los que se ha
encontrado que la toxicidad de las TiO, NPs depende de caracteristicas como; a)
tamano, la toxicidad aumenta al disminuir el tamaro, b) forma, c) area superficial, entre
mayor es el area superficial, mayor es la toxicidad y d) carga de la superficie, esta ultima
afecta en mayor medida a la respuesta inflamatoria celular y la internalizacion de las

NPs, dependiendo de la linea celular utilizada (lavicoli et al, 2011).

En diversos estudios en los que se han expuesto lineas celulares relacionadas al
tracto gastrointestinal a TiO2 NPs por 24 h, se ha encontrado formacién de especies
ROS en células de cancer colorrectal (Caco-2; De Angelis et al, 2013), estrés
oxidativo y genotoxicidad en células de cancer de epitelio gastrico (AGS; Gerloff et
al, 2009, Botelho et al, 2014). Estos estudios utilizaron concentraciones desde 20
hasta 150 yg/mL. Jones et al en el 2015 expusieron células Caco-2 a 50 y 100 pg/mL
de TiO2 NPs y a microparticulas de TiO, (TiO2 MPs) por 3 horas, y encontraron que
la penetracion en la parte basal de la capa celular fue de menos del 0.05% en todas
las concentraciones utilizadas. Teubl et al en el 2015 utilizaron TiO2 NPs hidrofilicas
de 20 nm recubiertas con glicerol y TiO2 NPs hidrofébicas de 20 nm recubiertas con
dimeticona que aplicaron a células de epitelio bucal de humano (TR146) y a células
de pulmon de hamster chino (V79) en concentraciones de 50, 100, 150 y 200 pg/mL
por 24 h. Encontraron que las NPs hidrofilicas inducian una mayor produccién de
ROS. Brun et al, en 2014 administraron TiO2 NPs de 12 nm en concentraciones de
50, 100 y 200 pg/mL a células Caco-2, células Caco-2 en co-cultivo con células de
adenocarcinoma de colon HT29-MTX (Caco-2/HT29-MTX) y células Caco-2 en co-
cultivo con células de linfoma RajiB (Caco-2/RajiB). Eencontraron que los
aglomerados de TiO2 NPs no solo pasan a través del modelo Caco-2/RajiB y que a
diferencia de los modelos in vivo y ex vivo, no hubo disrupcién en las uniones

celulares, en las células Caco-2 se observo poca acumulacion y en el co-cultivo Caco-
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2/HT29-MTX las TiO2 NPs se acumularon principalmente en las células HT29-MTX.
Ademas, en células intestinales se ha visto que las TiO, NPs pueden atravesar el epitelio
intestinal por transcitosis, causando pocos efectos y conservando la integridad del
mismo y en células individuales se han visto dafios en la mucosa e impedimento en la
absorcion de nutrientes. También es importante sefalar, que al igual que en los estudios
in vivo, existe una gran controversia sobre las concentraciones y métodos utilizados, ya
que estos pueden influir fuertemente en la interpretacion de los resultados. Ademas, no
en todos los estudios se especifican las caracteristicas de las NPs utilizadas, esto limita
también la interpretacion y la extrapolacion de los resultados de forma que estén mas

apegados a la realidad (lavicoli et al, 2011, Kroll et al, 2012).

1.6 Genotoxicidad por exposicion a nanoparticulas de diéxido de titanio

A pesar de que el E171 habia sido considerado inerte y seguro para su utilizacion en
los alimentos por la FDA desde 1966, se sabe que el porcentaje de TiO2 NPs en este
aditivo ha aumentado y el aumento de la exposicion a E171 en la dieta se ha
relacionado con el aumento de enfermedades cronicas como la enfermedad de Crohn
que a su vez es asociada al cancer colorrectal (CCR; Lomer et al, 2002; Powell et al,
2010; Triantafillidis et al, 2009). Ademas, se ha encontrado genotoxicidad causada
por la exposicion a TiO, NPs en diferentes lineas celulares (Chen et al, 2014), por lo
que se debe analizar si el E171 es capaz de generar dafio al DNA, ya puede causar
mutaciones que lleven al desarrollo de cancer o participar en la exacerbacion del

mismo.

Las pruebas mayormente utilizadas para evaluar el dafo genotoxico inducido por la
exposicion a NPs son el ensayo cometa y el de micronucleos (MN) éstos se encuentran
dentro de los lineamientos de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos (OECD) para la evaluacion de quimicos (OECD, 2014). Sin embargo, aun
hacen falta pruebas estandarizadas o la adaptacion de los ensayos existentes para la
evaluacion del riesgo por exposicion a NPs, ya que en algunos casos se ha visto que
pueden interferir con los resultados y la interpretacion de los mismos (Gonzalez et al,
2010). La técnica de MN determina el dafio cromosomico inducido por un agente quimico
o fisico, los MN son cuerpos extranucleares que contienen DNA y se pueden formar
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principalmente debido a rupturas de doble cadena en el DNA, o una mala reparacion de
rupturas de cadena simple, llevando a rupturas de doble cadena y alteraciones en el
huso mitético o en la regulacion de la division celular (Kirsch-Volders et al, 2011). Por
otro lado, la histona H2AX es indispensable en la sefalizacion para la reparacion del
DNA vy es fosforilada en sitios dafiados para reclutar otras moléculas reparadoras del
DNA, H2AX es fosforilada en la serina 139 por la cinasa ATM y entonces es llamada
yH2AX. La histona yH2AX es un indicador sensible de rupturas de doble cadena en el
DNA incluso 100 veces mas sensible que el ensayo cometa (Kuo & Yang, 2008). De un
total de 36 estudios in vitro de genotoxicidad que se han realizado por exposicion a TiO-
NPs, 29 han resultado positivos y sélo 7 han resultado negativos, esto ha generado
controversia ya que en todos estos estudios se han utilizado particulas con diferentes
caracteristicas, diferentes métodos y diferentes lineas celulares, haciendo imposible

llegar a una conclusion sobre la genotoxicidad de las TiO2 NPs (Tabla 2).

Tabla 2. Diferentes estudios sobre la genotoxicidad de las tio, nps en diferentes lineas celulares. Se
muestran los estudios mas representativos y se indica con un simbolo de (+) si los estudios dieron

positivos para genotoxicidad y un simbolo de (-) si el resultado fue negativo.

ESTUDIOS DE GENOTOXICIDAD DE TiO2. NPS

ENSAYO TAMARNO Y CONCENTRACIONES LINEA CELULAR RESULTADO REFERENCIA
ESTRUCTURA (ug/mL)
COMETA 21 nm; 80/20 150 AGS de epitelio n Botelho et al,
anatasa/rutilo gdstrico humano 2013.
Detecta rupturas de
cadena simple y | 2.3nm 100 HEK293 células de Demir et al,
doble rifidn de embrién + 2013.
humano
10 nm; anatasa 0.8-80 A431 células n Shukla et al,
epidermales 2013.
10 nm; anatasa 40 CHO-K1 células de Wang et al,
ovario de hamster - 2011.
chino
62 nm; rutilo 50 Células de embridn Guichard et al,
de hamster sirio. 2011.
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15-30 nm; 20-200 Linfocitos de Hackernber et
anatasa sangre periférica - al, 2011.
de humano
MICRONUCLEOS 20 nm 0.5y1 Células de ovario Di Virgilio et al,
de hamster chino 2010.
detecta rupturas de
doble cadena, dafio +
cromosémico y se
NN 30-70 nm 1-80 HepG2 + Shukla et
biomarcador  de al.2013.
riesgo de cancer 10 nm:anatasa  0.8-80 A431 Células Shukla et al,
epidermales + 2011.
humanas
25 nm: 80% 50 Células de embridn Guichard et al,
anatasa/ 12% de hamster sirio - 2012
rutilo
14 nm: anatasa 50 Células de embridn Guichard et al,
de hamster sirio i 2012
62 nm: rutilo 50 Células de embridn Guichard et al,
de hamster sirio i 2012

1.7 Riesgos del consumo de E171 en el tracto gastrointestinal

Ya que se ha demostrado que las TiO, NPs podrian causar inflamacién, formacion de
ROS y dafno a DNA, surgen preguntas sobre los efectos adversos que podria tener su
consumo en la salud del tracto gastrointestinal. Por otro lado, se sabe que el colon es
uno de los 6rganos en los que hay mayor acumulacion de TiO, hasta de 4% del total
consumido (Jani et al, 1994). Debido a esto, y a que se ha demostrado que las TiO2
podrian estar participando en procesos de genotoxicidad, formacion de ROS e
inflamacion cronica, se ha propuesto que enfermedades como la colitis y el CCR podrian
verse exacerbados en colon debido a la ingesta de E171, esto ha sido comprobado en
modelos murinos a los cuales se les administro E171 por via intragastrica (Urrutia-Ortega
et al, 2016; Ruiz et al, 2016).
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La colitis es una enfermedad que consiste en la inflamacion crénica del colon y que al
igual que el CCR esta principalmente ocasionada por factores ambientales relacionados
a la alimentacion, por ejemplo, el alto consumo de carnes rojas y la baja cantidad de fibra
en los alimentos (Ruiz et al, 2016). El CCR, es el crecimiento descontrolado del epitelio
coldnico producido por la proliferacion continua de células anormales con capacidad de
invasion asociadas a alteraciones genéticas heredadas, derivadas de factores
ambientales y/o procesos inflamatorios crénicos (Pino & Chung, 2010; West et al, 2015).
Es el cancer con el tercer lugar de incidencia a nivel mundial en ambos sexos (IARC,
2012). Alrededor del 55% del CCR ocurre en regiones de paises desarrollados como
Australia, Europa y Norte América, debido principalmente al estilo de vida sedentario y
una dieta con alto contenido calérico y baja en fibra, ademas de estar relacionado al
tabaquismo y al consumo de bebidas alcohdlicas (Kim et al, 2013; Torre et al, 2015).
Ademas, distintos aditivos que son utilizados como colorantes, por ejemplo, la tartrazina
(amarillo no. 4, CAS no. 1934-21-0), el rojo allura (rojo no. 40, CAS no. 25956-17-6) y el
rojo amaranto (rojo no. 2, CAS no. 915-67-3) pueden causar dafo genotoxico en colon
y otros como el amarillo mantequilla (p-dimetilaminoazobenzeno; CAS no. 60-11-7) han
sido prohibidos por ser carcinogénicos en varias especies animales (Sasaki et al, 2002).

El CCR puede surgir como consecuencia de eventos de genotoxicidad que induzcan
inestabilidad gendmica, la cual, esta presente en las células cancerigenas desde el inicio
y a lo largo del desarrollo del cancer (Figura 6; Pino & Chung 2010). La inestabilidad
genomica es un fenomeno caracterizado como precursor del cancer y se define como
una elevada tendencia del genoma para adquirir mutaciones. Estas pueden ser
cambios en la secuencia de nucledtidos, pérdida de bases, deleciones, inserciones,
rupturas del DNA y aneuploidias (Lengauer et al, 1997). Puede ocurrir cuando existe
una elevada exposicion a carcindgenos por ejemplo a quimicos, radiacion o agentes
biolégicos y NPs (Langie et al, 2015). La inestabilidad gendmica dividirse en
inestabilidad cromosomica (CIN) y la inestabilidad de microsatélites (MIN), la primera
presente en alrededor del 85% y la segunda en el 15% de los casos de CCR (Goel et al,
2003). La CIN puede resultar en pérdida o ganancia de cromosomas y por lo tanto en

aneuploidias, como resultado puede haber la pérdida de genes importantes como APC
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o p53 que estan caracterizados como componentes principales de las vias moleculares
que llevan al CCR (Triantafillidis et al, 2009).

Figura 6. Principales mutaciones en cancer colorrectal, la inestabilidad cromosdmica
y de microsatélites conforme avanza la enfermedad. La inestabilidad cromosémica
se encuentra desde el inicio, pero aumenta con el desarrollo de la enfermedad
mientras la de microsatélites se puede encontrar en la misma medida en cualquier
etapa. Se representan las criptas del colon y en rojo se representan las células
cancerosas Yy la progresién del tumor. Modificado de Pino & Chung, 2010.

Debido a lo descrito anteriormente y a la poca informacion que existe sobre las caracteristicas y
la toxicidad del E171, en este trabajo se administr6 E171 a un modelo murino de ratones por
medio de la dieta y se analiz6 el dafio al DNA en el colon evaluando la histona fosforilada
yH2AX como marcador de rupturas de doble cadena tras 4 y 10 semanas de exposicion. Por
otro lado, en un modelo in vitro de células de cancer colorrectal (HCT116), se cuantifico el
efecto en la viabilidad y la formacion de MN como medida de genotoxicidad por la exposicion
a5, 10, 50 y 100 pg/cm? (50, 100, 500 y 1000 pg/mL) de E171 por 24 h. Ademas para saber el
mecanismos de genotoxicidad del E171, se caracterizO su capacidad fotocatalitca en
comparacion a otras formas de TiO,, por medio de la degradacion del azul de metileno (AM).
Posteriormente, para analizar la interaccion directa del E171 con el DNA se realizé un ensayo
acelular de degradacion del plasmido pmirGLO, el cual se extrajo y se expuso a 0, 0.1, 1, 10, 100
y 1000 pug/mL de E171 por 24 h, esto con el fin de saber si el E171 puede romper o degradar
el DNA ya que podria ser un mecanismo de induccion de genotoxicidad, dado que durante la
mitosis la célula no cuenta con envoltura nuclear y es cuando el E171 podria entrar en contacto

directo y causar rupturas en el DNA.
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2 Justificacion

El E171 es el nombre que se le da al TiO, grado alimenticio y es un aditivo
frecuentemente utilizado en alimentos como colorante blanco. La via oral es una de las
rutas de exposicion mas importantes mediante la cual la poblacion general esta expuesta

al E171, sin embargo, es una de las rutas de las que se tiene menor informacion.

El TiO, esta clasificado como posible carcinbgeno para humanos por via inhalatoria y
existen algunos estudios sobre sus efectos en tracto gastrointestinal que indican que hay
acumulacién de TiO2en colon, translocacion a otros érganos, genotoxicidad y en algunos
casos que pudieran estar exacerbando procesos carcinogénicos. A pesar de esto, la
informacién que existe sobre el E171 y su genotoxicidad, especialmente en 6rganos del
tracto gastrointestinal como colon, aun es muy limitada e insuficiente para tomar

decisiones en cuanto a su regulacion y consumo por medio de los alimentos.

Debido a esto y a la continua exposicion de la poblacién al E171 por medio de los
alimentos, es necesario evaluar los posibles efectos genotoxicos en el colon, asi como
caracterizar las particulas y los mecanismos por los que pudieran estar ocasionando

este dano.
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3 Hipotesis
Debido a que, el E171 es acumulado en colon al ser administrado via intragastrica y
produce la exacerbacion de procesos carcinogénicos. Los cuales podrian estar
asociados a genotoxicidad, la exposicion a E171 mediante la dieta en un modelo murino,
causara el incremento de rupturas de doble cadena del DNA en colon. Por otro lado,
aumentara la formacién de micronucleos en un modelo in vitro de células de cancer
colorrectal (HCT116) expuestas a E171 en concentraciones no citotdxicas. Finalmente,
debido a que el TiO, es fotocatalitico, el E171 presentara capacidad fotocatalitica e
inducira dafo directo a DNA plasmidico lo cual puede estar asociado a su genotoxicidad.

4. Objetivo general

Analizar el dafio a DNA en colon en un modelo murino expuesto a E171 mediante la
dieta durante 4 y 10 semanas. Ademas, para estudiar el mecanismo de genotoxicidad,
cuantificar la formacion de MN en células HCT116 expuestas a E171 durante 24 horas,
analizar su capacidad fotocatalitica y evaluar el dafo directo a DNA plasmidico por
exposicion a E171.

4.1 Obijetivos particulares

1) Determinar el dafio al DNA en colon de ratones alimentados con E171 en una
concentracion de 0.5% del peso total del alimento, a las 4 y 10 semanas de
exposicion.

2) Evaluar la citotoxicidad y cuantificar la formacion de MN por exposicion a 5,
10, 50 y 100 pg/cm? de E171 en células HCT116 tras 24 h de exposicion.

3) Enun sistema acelular, evaluar la capacidad fotocatalitica de las particulas de
E171 tras 2 h de exposicion a luz UV y analizar la interaccion del E171 con

DNA plasmidico tras 24 de exposicion.
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5. Materiales y métodos

5.1 Exposicién a E171 en un modelo murino

Se utilizaron 12 ratones BALB/C machos, los cuales fueron alimentados con pellets al
0.5% de E171 por 4 y 10 semanas. El alimento con E171 y el agua potable fue
proporcionado ad libitum.

5.2 Obtencion de colon y procesamiento del tejido

Terminado el tratamiento, los ratones se sacrificaron y se obtuvo el colon distal el cual,
tras ser almacenado en paraformaldehido 4% se deshidrat6 siguiendo los tiempos y las
soluciones indicadas en la tabla 3. Posteriormente se embebié en parafina (HYCEL
#5674) y se realizaron cortes de 4 ym en porta objetos lisinizados.

Tabla 3. Soluciones y tiempos utilizados para la deshidratacion de los tejidos de
colon para la realizacion de cortes histolégicos.

Soluciones y tiempos para la deshidratacién de tejidos

Solucion Tiempo (min)
Etanol 40% 30

Etanol 50% 30

Etanol 60% 30

Etanol 70% 40

Etanol 80% 40

Etanol 90% 40

Etanol 99% 40

Butanol — etanol (1:1) 30

Butanol 24 horas
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5.3 Inmunofluorescencia de yH2AX

Los cortes del colon se rehidrataron siguiendo las soluciones y tiempos indicados en la
tabla 4. Se bloquearon con Albumina (1x) durante 2 h y se lavaron con PBS-Tritdn
(0.05%) 3 veces, seguido de esto, se incubaron durante toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario para la histona fosforilada yH2AX (1:100; AbCam #07-164) la cual
es un marcador de rupturas de doble cadena, posteriormente se incubaron con
anticuerpo secundario TritC (1:200; Jackson Research #205-025-108) durante 1 h a
37°C. Las muestras fueron montadas con Entellan y finalmente fueron observadas en
un microscopio confocal por microscopia de contraste interdiferencial y por fluorescencia
(Leica TCS SP-2, Germany), finalmente, se cuantifico la fluorescencia en 15 campos al
azar por triplicado.

Tabla 4. Soluciones y tiempos utilizados para la hidratacion de los cortes de colon.

Soluciones y tiempos para la hidratacion

de tejidos
Solucion Tiempo (min)
Xilol | 3
Xilol Il 1
Etanol 99% 1
Etanol 90% 1
Agua destilada 3
PBS 1
PBS-Tritén (0.5%) 5
PBS 1
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5.4 Cultivo celular de la linea HCT116 de cancer colorrectal

La linea celular HCT116 de adenocarcinoma colorrectal fue obtenida de la American
Type Culture Collection (ATCC) (pases 8-12). Las células se mantuvieron en medio
McCoy modificado (Num. de catalogo ME-042, In vitro) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB; Num. de catalogo S1520, Biowest) y 1% de antibittico-antimicético
(Penicilina, Estreptomicina y Anfotericina; Num. de catalogo A-07, In Vitro) en una
incubadora con 37°C y 5% CO,. Se sembraron 150 000 células en cubre objetos
estériles y después de 24 h fueron expuestas a 5, 10, 50 y 100 pg/cm? de E171 durante
24 h.

5.5 Exposicién a E171 en el modelo in vitro

El E171 fue una donacion de Sensient Colors SA de CV con las especificaciones del
producto 09970 correspondiente a didxido de titanio CAS 13463-67-7. Este material fue
anteriormente caracterizado y se encontré por medio de una microscopia electrénica de
barrido, que es una mezcla de particulas de distintos tamaros arriba y debajo de 100
nm, y con un potencial Z de -30 mV a pH 7 (Urrutia-Ortega et al, 2016).

Se sonicaron los tubos del stock (1 mg/ml) por 30 min a 60 Hz para dispersar las
particulas de E171 en el medio. Se tomo la cantidad necesaria del stock para exponer
el cultivo de células HCT116 a concentraciones de 5, 10, 50 y 100 pg/cm? (50, 100, 500
y 1000 pg/mL) de E171. Posteriormente se dejaron incubar a 37°C y 5% CO; durante
24 h. Como control negativo, se realizé el mismo procedimiento sin afiadir E171.

5.6 Cuantificacion de la viabilidad celular por azul tripano

Se sembraron 150 000 células HCT116 en cajas Petri de 10 cm? y fueron expuestas
a 5, 10, 50 y 100 pg/cm? (50, 100, 500 y 1000 ug/mL) de E171 por 24 h.
Posteriormente fueron lavadas con Solucion salina de Hanks (HBSS) para retirar las
particulas y las células fueron tripsinizadas y resuspendidas en 1 mL de medio. Por
ultimo, se tomaron 10 pL de la solucién celular, los cuales fueron resuspendidos en

10 pL de azul tripano (0.4%). Se colocaron 10 pL de la solucion de azul tripano y
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células (1:1) en una camara de Neubauer y se contaron las células viables (sin tefirse

de azul).

5.7 Cuantificacion de micronucleos como medida del dafno cromosémico

Para la cuantificacion de micronucleos se siguio la técnica descrita por Fenech (2000),
la cual consiste en bloquear la citocinesis con 4.5 pg/mL de citocalasina B (Num. de
catalogo C6762, Sigma) para obtener células binucleadas en las que sea posible
cuantificar el numero de micronucleos de una division celular. Después de 24 h de
aplicada la citocalasina B las células se fijaron durante 1 hora con paraformaldehido 3%
en agitacion y se tifieron los nucleos con Hoescht (Num. de catalogo 62249, Thermo
Scientific) dilucion 1:300 y se incub6 a 37° durante 1 hora, después se montaron en
laminillas por grupo. Se cuantificé el numero de células binucleadas con MN (CBMN) en
1000 ceélulas binucleadas por grupo y por experimento mediante un microscopio de
fluorescencia (Carl Zeiss, Germany). Ademas, las muestras se observaron por
microscopia de contraste interdiferencial (Leica TCS SP-2, Germany) para observar que
las particulas se encontraban dentro de las células. Se tomaron fotos de tres

experimentos independientes y se presentan las fotos mas representativas.

5.8 Cuantificacion del potencial fotocatalitico del E171

Para cuantificar el potencial fotocatalitico del E171, se realiz6 el ensayo de fotocatalisis
de AM. Como punto de comparacion, se utilizaron también otras dos formas de TiO;
NPs las cuales han sido reportadas como fotocataliticas: esferas (TiO,-S; Num. catalogo
637254, Sigma Aldrich, USA) y cintas (TiO2-B; sintetizadas por proceso hidrotermal;
Medina-Reyes et al, 2015).

Para realizar esta prueba, se pesaron 10 mg de E171 y se suspendieron en 10 mL de
una solucion de AM al 0.05 mM para obtener una concentracion final de 1 mg/mL, la
solucion se mantuvo en agitacion constante durante 2 h con ayuda de un agitador
magnético en un vaso de precipitado y se expuso a luz UVC (100-290 nm) de 30 W. Se
tomd 1 mL de la solucién cada 30 min el cual fue colocado en un tubo eppendorf de 1.5

mL y centrifugado 5 min a 5000 rpm para precipitar las particulas. Los sobrenadantes se
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leyeron en un espectrofotdmetro (Epoch™ 1209169, BioTek), a una longitud de onda de

664 nm para analizar la concentraciéon de AM restante.

Posteriormente, para analizar si la adsorcion de AM en el pellet de E171 interfiere con
los resultados del sobrenadante de AM degradado, se realizaron 3 lavados del pellet con
HBSS, de los cuales los dos primeros se analizaron en un espectrofotometro por medio

de un espectro UV-VIS de 400 a 700 nm con mediciones cada 50 nm.

Por otro lado, para analizar el potencial fotocatalitico del E171 después de interactuar
con material biologico, se incubaron 10 mg de E171 por 24 h con 1 mL de SFB y
Albumina (0.1%) a 37°C y 0.5% de CO,. Posteriormente se centrifugé a 8000 rpm por 5
min para recuperar la mayor cantidad posible de particulas y estas fueron resuspendidas
en 10 mL de la solucion de AM 0.05 mM. Estas soluciones fueron irradiadas de la misma
manera que las primeras, con una lampara de luz UVC durante 2 h, y de igual forma, se
tomd 1 mL de la solucién cada 30 min el cual fue colocado en un tubo eppendorf de 1.5
mL y centrifugado 5 min a 5000 rpm para precipitar las particulas, finalmente los
sobrenadantes se leyeron en el espectrofotdmetro a 664 nm.

Como control negativo, se realizé el mismo procedimiento, pero con 10 mL de solucion
de AM sin agregar ningunas de las particulas. Por otro lado, se colocaron 10 mg de E171
en 10 mL de AM y se dejaron 12 h en oscuridad, tras este tiempo la absorbancia del
sobrenadante se leydo en un espectrofotdmetro de igual forma que los anteriores

tratamientos.
5.9 Ensayo de degradacion de DNA plasmidico

Para analizar si el E171 podria tener interaccion directa con el DNA, se realizé un ensayo
de degradacion de DNA plasmidico en el cual se busco ver el cambio de forma en el
DNA plasmidico como reflejo del dafio al DNA por la exposicion a E171. Se obtuvieron
bacterias Escherichia coli capacitadas y se mantuvieron en hielo, posteriormente se les
transfirid 10 pL del plasmido pmiRGLO (Promega) en un bafo de 37°C, se mezclaron
suavemente y se incubaron por 15 min a 4°C, se pasaron a 42°C por exactamente 60

segundos sin agitar y se transfirieron rapidamente a un bafio con hielo por 1-2 min para
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provocar un choque térmico. Se agregaron 200 yL de medio McCoy y se incubaron a
37°C por 45 min. Se tomaron 100 pL y se colocaron en placas de agar de 10 cm? las
cuales se incubaron a 37°C por 12-16 horas. Finalmente, se tomaron 6 colonias de la
placa y se transfirieron a 6 tubos Falcon de 50 mL con medio (Medio LB broth con 50

ML/mL de ampicilina), se incubaron a 37°C toda la noche.

La extraccion del plasmido se realizé por medio de la técnica de miniprep, con ayuda del
kit GendET (GenJET #K0502). Se centrifugo el cultivo bacteriano a 4000 rpm por 15
minutos y se resuspendio la pastilla en 250 yL de solucion de resuspension, se mezclo
con ayuda de un vortex, se lisaron las bacterias con 250 pL de solucion de lisis y se
neutralizé la reaccion con 350 uL de solucion de neutralizacion, se centrifugd por 5
minutos a 12000 rpm, para precipitar restos celulares y DNA cromosémico. Se transfirio
cuidadosamente el sobrenadante a una columna la cual se centrifugdé por 1 minuto a
12000 rpm. Se lavo la columna con 500 pL de solucién de lavado y se centrifugo por 30-
60 segundos. Este liquido fue descartado, se centrifugo la columna vacia por 1 minuto.
Para eluir el DNA de la columna, se transfirio la columna a un tubo nuevo de 1.5 mL y
se agregaron 50 pL de buffer de elucion a la columna lo cual se incubd por 2 minutos,
por ultimo, se centrifugd por 2 minutos a 12000 rpm y se recuperd el DNA plasmidico el
cual fue cuantificado en un espectrofotometro (Epoch™ 1209169, BioTek) a 260/280 nm.

Las alicuotas de DNA fueron almacenadas a -20°C.

El stock de E171 (1 mg/mL) se resuspendié en 1 mL de agua inyectable y se sonicé a
60 Hz por 30 min del cual fueron tomados los volumenes necesarios para alcanzar las
concentraciones deseadas en un volumen final de 20 pL. EI DNA plasmidico
anteriormente extraido, se expuso a 0, 0.0001, 0.01, 1000 y 1000 pg/mL de E171 en

agua inyectable.

Por otro lado, como control positivo se colocé H,O, 50 uM (Sigma #H1009) por 24 h.
Ademas, el plasmido se digirid por 8 h con la enzima Xbal (New England Biolabs
#R0145S) la cual corta en el sitio T/CTAGA vy tiene un solo sitio de restriccion en la
secuencia del plasmido, esto con el fin de linealizarlo para compararlo con los

tratamientos. Los tratamientos fueron incubados por 24 h, posteriormente se tomaron 5
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WL del tratamiento a los cuales se afadio 1 pL de buffer de carga (6x) inmediatamente

antes de cargar en el pozo para la electroforesis.

Para realizar la electroforesis del DNA plasmidico, se prepardé un gel de agarosa
(Labcitec #01.01.03B) al 0.8% con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio y se afadié un
marcador de peso molecular (DNA ladder Thermo Scientific #SM1332) en la primera
linea del gel, se anadi6 1 pyL de buffer de carga (Promega #G190A) a las muestras
inmediatamente antes de cargar en el pozo para la electroforesis. Se afnadieron las
muestras a los carriles del gel (300 ng de muestra por carril, volumen final de 6 uL. Se
corrié el gel a 70 V por 90 min y se observo en el fotodocumentador (Gel Doc EZ Imager,
Bio Rad). Finalmente, se realizo la densitometria de las bandas de DNA para calcular el
contenido de DNA (ng) en cada banda, esto se realiz6 con el programa Image Lab 5.0
(BioRad).

5.10 Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado y los resultados son expresados
como media * error estandar (EE). Los grupos fueron comparados con un analisis de
varianza (ANOVA) de una via seguido de la prueba de Dunnet en el caso de la
cuantificacion de MN para ver diferencias entre medias en comparacién al control.
Diferencias de *p<0.05 fueron consideradas significativas. Los resultados fueron

graficados en el programa GraphPad Prism 5, 2007.
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6. Resultados

6.1 Deteccion de dafio a DNA por inmunofluorescencia de yH2AX en colon de

ratones alimentados con E171

Para analizar las rupturas de doble cadena en el DNA del colon de los ratones
alimentados con E171, se cuantificd la expresion de la histona yH2AX en cortes de colon
distal tras 4 y 10 semanas de tratamiento. A las 4 semanas de tratamiento, se encontro
un aumento significativo de la fluorescencia de la histona fosforilada yH2AX en los
tejidos. El incremento fue de 3 veces en comparacion al control y a las 10 semanas, se

mantuvo en la misma proporcion (Figura 7).

A) Dano al DNA en tejido de colon de ratones alimentados
con E171

4 semanas 10 semanas
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B) Intensidad de fluorescencia de yH2AX
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Figura 7. A) Imagenes de inmunofluorescencia de yH2AX en colon de ratones control y
alimentados con 0.5% de E171 por 4 y 10 semanas. B) Cuantificaciéon de la fluorescencia de
yH2AX. Se muestran los promedios + error estandar. ***p <0.001 vs su respectivo control. n=3.
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6.2 Cuantificacién de la viabilidad celular por azul tripano

Se realizd el ensayo de viabilidad por medio de azul tripano de las células HCT116
expuestas a 5, 10, 50 y 100 pg/cm2 de E171 por 24 h. No se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los tratamientos (Figura 8) por lo que se decidio utilizar estas
concentraciones para el ensayo de MN.

Citotoxicidad en células HCT116
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Figura 8. Porcentaje de viabilidad celular tras la exposicién a 5, 10 y 50 uyg/cm” de

E171 por 24 horas. Se muestra el porcentaje promedio de células con MN + error
estandar, n=3.

6.3 Cuantificacion de células binucleadas con micronucleos

Con el fin de determinar la genotoxicidad por exposicion a E171, las células fueron
expuestas a 5, 10, 50 y 100 ug/cm? de E171 por 24 h y se cuantificé el nimero de células
CBMNSs en 1000 células binucleadas. El numero de CBMNs aumenté 1.9, 2.4 y 3.6
veces con las concentraciones de 5, 10 y 50 ug/cm?, respectivamente (Figura 9). Los

MN en células expuestas a 100 pg/cm? no pudieron ser cuantificados debido a la
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interferencia de los aglomerados de E171 en el campo de visién del microscopio de

fluorescencia.

A)  Formacién de MN en células HCT116 expuestas a E171

B) Cuantificacion de MNBNCs en células HCT116
expuestas a E171
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Figura 9. Evaluacion del dafio genotéxico en células HCT116 por exposicion a E171.
A) Imagenes representativas de micronucleos (MN) inducidos en células HCT116 a
E171. En la parte superior se muestran las imagenes obtenidas por microscopia de
contraste interdiferencial y las imagenes inferiores fueron obtenidas por microscopia
de de fluorescencia. Las flechas sefialan los MN adyacentes al nucleo celular. B)
Cantidad de células binucleadas con micronucleos (MNBNCs) en 1000 células
binucleadas (BNCs) tratadas con 5, 10 y 50 pg/cm2 de E171 por 24 horas. Se
muestra el porcentaje promedio de células con MN = error estandar. n=4. *p<0.05
vs control; ***p<0.01 vs control.
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6.4 Potencial fotocatalitico del E171

Para analizar el potencial fotocatalitco del E171 se realiz6 el ensayo de fotocatalisis de
AM en el cual se midio la concentracion de AM en el sobrenadante de una solucion de
E171y AM expuesta a luz UVC, esto se comparo con otras dos formas de TiO, utilizadas

en la industria por sus capacidades fotocataliticas (TiO2-B y TiO2-S).

Tras 2 h de exposicion a luz UVC el E171 mostré actividad fotocatalitica disminuyendo
en un 55% la concentracion de AM inicial, por otro lado, las TiO2-B y las TiO»-S
disminuyeron 74 y 68% la concentracion de AM inicial, respectivamente. Los controles
de AM con E171 en oscuridad durante 24 h y AM expuesto a luz UVC durante 2 h no
mostraron diferencias en las absorbancias de los sobrenadantes.

Los deltas de absorbancia del sobrenadante del E171, TiO,-B y TiO,-S fueron calculados
tras 2 h de exposicidon en comparacion del tiempo 0. Con base en los deltas de
absorbancia, la forma de TiO, con mayor actividad fotocatalitica fueron las TiO»-B,
seguidas del E171 y por ultimo las TiO»-S (Figura 10).
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A) Degradacion de azul de metileno por E171

AM AM+E171 Sobrenadante Pellet

B) Cuantificacién de la fotocatalisis por E171
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Figura 10. Degradacion del azul de metileno (AM) por diferentes formas de TiO,. Se
comparo el E171 con las esferas de TiO, (TiO,) y cintas de TiO, (TiO,-B). A) Imagenes
de AM, AM con E171 (1 mg/mL; AM+E171), el sobrenadante de AMy E171 después
de 2 h de exposicion a luz UV y el pellet del mismo. B) AM restante en el sobrenadante.
Se muestra el promedio de absorcion + error estandar n=3. **p < 0.01 vs AM; ***p <
0.001 vs AM.

6.5 Adsorcioén del azul de metileno por E171

Para analizar la cantidad de AM adsorbido en el pellet de E171 tras el proceso de
fotocatalisis, este fue lavado 3 veces con HBSS hasta que el pellet quedd blanco (Figura

11). Los primeros dos lavados se midieron en un espectro UV-VIS y se compararon con
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la solucion de AM y con el sobrenadante de la solucion AM y E171 tras 2 h de exposicion
aluz UVC.

Se encontro el mismo pico en 650 nm de los lavados y el AM, sin embargo, la cantidad
de AM liberada por el pellet en el lavado 1 y 2 fue minima representando el 30 y 20%
respectivamente en comparacion al sobrenadante de la solucion AM y E171 tras 2 h de

exposicion a luz UVC.

A) Lavados del azul de metileno adsorbido en el E171

Pellet Sobrenadante L1 L2 L3 Pellet lavado

B) Medicién en espectro UV-VIS del azul de metileno adsorbido

en el E171
0.8
--— AM
0.6 E171 2h
' - L1
" L2
g 0.4
0.2
N— 4/\
0.0 —

450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 11. Adsorcion de azul de metileno (AM) por las particulas de E171. A) Imagenes de
los 3 lavados del pellet (L1, L2 y L3) y el sobrenadante de E171 tras 2 h de exposicion a luz
UVC en una solucion de AM. B) Medicion en espectro UV-VIS de 450 a 700 nm cada 50
nm. Se muestran los promedios de absorciéon en cada longitud de onda + error estandar
n=3.
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6.6 Fotocatalisis de azul de metileno por E171 incubado con suero fetal bovino

y albumina

Para analizar la influencia del material biolégico del medio en la capacidad fotocatalitica
del E171, este fue incubado con SFB y albumina durante 24 h antes del ensayo de
degradacion de AM. La incubacion del E171 con SFB y albumina produjo una
disminucion en el potencial fotocatalitico de las particulas de hasta 5.6 y 2.4 veces

respectivamente (Figura 12).

Degradacion de azul de metileno por E171
incubado con proteinas

0.8+
- AM

E171
061 '\./!_'/‘ E171 + SFB

£
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g 0.4
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0.0
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Figura 12. Degradacion del azul de metileno (AM) por E171 después de ser incubado por
24 h con SFB y Albumina 0.1%. Se muestra el promedio de absorcion + error estandar
n=3. **p<0.05 vs AM; ***p<0.01 vs AM.

6.7 Daino a DNA plasmidico por exposiciéon a E171

Para analizar la interaccion directa del E171 con el DNA, se realizd el ensayo de
degradacion de DNA plasmidico en el que se buscdé cuantificar el DNA que cambid de
forma super enrollada (SE) a circular (C) o lineal (L) lo que indica rupturas de cadena
sencilla en el DNA en el caso de la forma C y rupturas de doble cadena en el caso de la

forma L.
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Tras realizar la electroforesis en los geles de agarosa, se observo la acumulacion del
E171 en los pozos correspondientes a las concentraciones de 1000 y 100 ug/mL, los
cuales se ven de color oscuro, esto indica que estas particulas no migran en el gel y se

quedan aculumadas en el pozo.

Por otro lado, se encontré un aumento en la banda correspondiente a la forma C y una
disminucion de la banda correspondiente a la forma SE al incrementar las
concentraciones de E171, la banda correspondiente a la forma L también aumenta con
la concentracion de E171, aunque esta aparece muy tenue (Figura 13). Al realizar la
densitometria de las bandas para calcular la cantidad de DNA en ng correspondiente a
cada forma (SE, C y L) se encontré que la cantidad de DNA en la forma SE disminuy6
1.2 veces en la concentracion mas alta (1000 pg/mL) en comparacion a la concentracion
mas baja (0.0001 pug/mL) y la cantidad de DNA C aument6 gradualmente a partir de la
concentracion de 0.01 pyg/mL 1.8 veces con la concentracion mas alta (1000 pg/mL) en
comparacion del control negativo (0 pg/mL). Finalmente, la cantidad de DNA L aumento
0.85, 1, 3 y 2.7 veces con las concentraciones de 0.0001, 0.01, 100 y 1000 pg/mL
respectivamente, en comparacion al control negativo (Figura 14).

Dafo a DNA plasmidico por exposicién a E171

< E171 pg/mL
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Figura 13. Cambio de forma del DNA plasmidico tras la exposicién a 0, 0.0001,
0.01, 100 y 1000 pg/mL de E171. La banda superior corresponde al DNA circular
(C), la siguiente al DNA lineal (L) y la inferior al DNA superenrollado (SE). Pares
de bases (Pb).
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Cuantificacion del daino a DNA plasmidico por exposicion a E171

A) B)

C)

Figura 14. Cuantificacion por densitometria de la cantidad de DNA (ng) en cada banda
formada por el DNA plasmidico tras la exposicion a 0, 0.0001, 0.01, 100 y 1000 pg/mL de
E171. Cada grafica corresponde a distintas formas del plasmido a) superenrollado, b)
circulary c) lineal. n=3. *p < 0.05 vs SE; **p = 0.01 vs SE; **p < 0.001 vs SE.
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7. Discusion

El E171 es un aditivo ampliamente utilizado en alimentos y del cual se ha calculado que
la poblacién menor a 10 afios podria estar consumiendo hasta 3 mg TiOJ/kgpw/dia. Los
efectos de la exposicion via oral a E171 en sistema gastrointestinal no han sido
ampliamente investigados, sin embargo, se ha demostrado que puede ser internalizado
por células de colon y almacenado durante varias divisiones celulares, ademas de que
se asocia a un aumento significativo de tumores en un modelo murino de carcinogénesis
colorrectal asociado a colitis (Urrutia-Ortega et al, 2016). Por otro lado, la informacion en
cuanto a los efectos toxicos del E171 en el tracto gastrointestinal es muy limitada y hacen
falta estudios que utilicen este aditivo en su forma comercial y que investiguen sus
efectos en el tracto gastrointesinal. En particular es importante investigar el dafno en el
DNA, ya que puede favorecer la formacién de tumores por la induccién de mutaciones o
deleciones ademas que aumenta la inestabilidad gendmica lo que se sabe que esta
fuertemente relacionado a la aparicion y el desarrollo del CCR (Grady, 2004). Debido a
esto, el objetivo de este trabajo fue analizar si la exposicion a E171 podria causar dafio
al DNA en el tracto gastrointestinal, ya que este dafo se asocia al inicio y el desarrollo
del CCR.

Debido a que en trabajos anteriores se ha visto acumulacion y efectos del E171 en colon,
en este trabajo se investigo el posible efecto genotdxico del E171 en colon de un modelo
in vivo. Los ratones fueron expuestos a E171 por medio de la dieta, el E171 se administrd
en una concentracion de 0.5% del peso total del alimento, esta concentracion es menor
al maximo permitido por la “Food and Drug Administration” (FDA), ya que esta permite
utilizar hasta el 1% de E171 con respecto al peso de total del alimento sdlido. Por otro
lado, los ratones consumieron alrededor de 700 mg/kgsw de E171 al dia, cada raton
consumié 14 mg de E171 y en promedio el peso de los ratones es de 20 g. Esto
comparado con el consumo promedio de un adulto en Estados Unidos y Reino Unido
(Weir et al, 2012) es hasta 300 veces mayor, sin embargo, en este estudio es
representativo para analizar los efectos del consumo de E171 en colon. Al analizar la

fluorescencia en los cortes del colon se observé un aumento de hasta 3 veces de dafo
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al DNA a las 4 semanas de exposicion comparado con el control y este dafio se mantuvo

a las 10 semanas de exposicion.

Con estos resultados podemos afirmar que, al administrar E171 a ratones por medio de
la dieta se generan focos de rupturas de doble cadena en el DNA, lo cual no habia sido
demostrado antes, ya que todos los estudios previos habian sido realizados mediante
instilacion intragastrica. Por otro lado, no se sabe si este dafio es por la formacion de
ROS causada por el E171 en el colon, porque durante la mitosis el E171 pueda entrar
en contacto con el DNA al no existir envoltura nuclear o por fallas en los sistemas de
reparacion o una inactivacion de los mismos (Jugan et al, 2012). La histona fosforilada
yH2AX se encarga de amplificar la sefial de dafio en el DNA y de reclutar moléculas
como RNF8 (ubiquitin ligasa) y complejos como RAP80-Abraxas y BRCA1-BRCC36, los
cuales estan asociados a los sistemas de reparacion de ruptura de doble cadena
ademas de 53BP1 (proteina ligadora 1 de p53) y MDC1 (mediador del punto de control
de dafio a DNA (Kuo & Yang, 2008). Existen dos principales mecanismos de reparacion
de rupturas de doble cadena, estos son: recombinacién no homédloga (NHEJ) y
recombinacién homdloga (HR). En el primero, la DNA ligasa |V, une las dos hebras rotas
de DNA y se basa en secuencias homdlogas pequeias llamadas microhnomologias, este
sistema de reparacion puede producir mutaciones en el DNA como deleciones del
material dafiado o inserciones y translocaciones al unir las dos cadenas de DNA roto,
ademas, puede activarse en cualquier fase del ciclo celular. Por otro lado, para que se
lleve a cabo la HR es necesario que exista un molde idéntico o casi idéntico al de la
hebra dafada para que pueda ser reparado el dano. El DNA es reparado mediante la
magquinaria presente en las fases S y G2 del ciclo celular utilizando una cromatida
hermana como molde por lo que este sistema de reparacion solo esta activo en estas
fases (Davis et al, 2013). En estudios futuros, es importante evaluar estos dos sistemas
de reparacion para saber si se ven afectados por la exposicion a E171 y si esto podria
estar influyendo en la genotoxicidad observada.

Para analizar y cuantificar de manera mas especifica el dafio al DNA observado en el
modelo in vivo, se realizaron analisis de citotoxicidad y genotoxicidad en un modelo in

vitro con una linea celular de CCR (HCT116). Esta linea se escogidé por ser
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genomicamente estable para reducir la influencia de la inestabilidad gendmica inherente
a las células. A pesar de que la linea celular de CCR, Caco-2 es la mas utilizada para
estudios in vitro del tracto gastrointestinal, la linea celular HCT116 es una linea con
mayor estabilidad gendmica al tener un numero modal de 45 cromosomas en un 62%
en comparacion de la linea celular Caco-2 con un numero modal de 96 cromosomas en
solo 16%. Ademas la frecuencia basal de MN en la linea celular HCT116 es de alrededor
de 1.5% mientras que en la linea Caco-2 es de 2.4% (Cavas et al, 2012; Camps et al,
2005; ATCC: www.atcc.org consultado el 08/06/2016).

Para el analisis de genotoxicidad in vitro se utilizé el ensayo de MN para cuantificar de
manera mas exacta y especifica el dafio al DNA por exposicion al E171, ya que el ensayo
de MN permite observar ruptura de cromosomas o cromosomas rezagados durante la
division celular (Fenech, 2007). Para esto fue necesario saber si las concentraciones
escogidas eran capaces de inducir citotoxicidad en la célula y afectar la interpretacion
de los resultados de la prueba de MN. Para medir la citotoxidad del E171 en las células
HCT116 se utilizé el ensayo de azul tripano, el cual es un colorante que solo traspasa la
membrana celular cuando las células estan muertas vy las tifie de un color azul oscuro,
las células vivas se observan sin tefir. Se escogié este ensayo debido a que se ha
sugerido en diversos trabajos que ciertas NPs como las TiO, y nanoparticulas de “carbén
negro” pueden interferir con el ensayo de reduccion de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-difenil- tetrazolium-bromide; Kroll et al, 2012), ya que pueden reducir el MTT de
manera acelular y asi interferir con la interpretacion de los resultados al no haber
diferencias significativas con respecto al control (Lupu et al, 2013). Los resultados del
ensayo de viabilidad no mostraron diferencias significativas por lo que se decidi6 utilizar
estas concentraciones para el ensayo de MN.

En cuanto al ensayo de MN, pequefias variaciones metodoldgicas pueden afectar
dramaticamente el resultado de la prueba, por lo que tras una revision de los ensayos
de MN realizados con NPs (Gonzalez et al, 2010) ademas de otras publicaciones (Doak
et al, 2012) se llegd a la conclusion de realizar el ensayo con 24 h o mas de exposicion,
medio de cultivo suplementado con 10% de suero fetal bovino y la aplicacion de
citocalasina B después del tiempo de tratamiento para evitar la interferencia de la
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citocalasina B con la internalizacion de las NPs en las células (Landsiedel et al, 2009;
Magdolenova et al, 2012). Los resultados positivos de esta prueba de genotoxicidad por
exposicion a E171 concuerdan con lo visto en otros estudios en cuanto a la toxicidad de
las TiO2 NPs en los que se investigd la genotoxicidad en diversas lineas celulares
mediante el ensayo de MN y el ensayo cometa principalmente. Sin embargo, aun no se
comprenden los mecanismos de genotoxicidad por E171 (Chen et al, 2014; Wang et al,
2007). La formacion de MN debido a la exposicién a E171 podria estar relacionada con
rupturas de doble cadena del DNA, ruptura de cromosomas o impedimento de una
correcta segregacion de los cromosomas durante la mitosis (Khalil et al, 2011). Ademas,
la linea celular HCT116 tiene una mutacién en el gen hMLH1 lo que la lleva a tener
deficiencia en el sistema de reparacion de mal apareamiento de bases (Mismatch
Repair; MMR), esta mutacion es caracteristica del sindrome de Lynch, el cual se sabe
que eleva el riesgo de CCR y esta mutacion podria estar contribuyendo en el numero
basal de MN que se observa en el control negativo. Sin embargo, su impacto en la
formacion de MN no es tan grande como el que se podria ver al estar mutado otro
sistema de reparacion como el de NHEJ o el de HR, ademas de que el aumento de MN
observado con los tratamientos fue concentracion dependiente, por lo que se puede
concluir que la exposicién a E171 induce la formacion de MN en células HCT116.

En cuanto a las concentraciones utilizadas en este ensayo, se realizd un calculo para
hacer una comparacion aproximada con la exposicion de células del colon a E171 en
humanos. Se sabe que el consumo diario de E171 para las personas mayores de 10
anos, es de 0.2 a 0.7 mg/kgww (Weir et al, 2012), por lo que un adulto de 75 kg consumiria
alrededor de 52.5 mg de E171 al dia y dado que el area promedio del colon es de 995
cm? (el largo del colon humano es 160.5 cm y la circunferencia promedio es de 6.2 cm;
Hounnou et al, 2002, Nguyen et al, 2010), la exposicion del colon a E171 en adultos
seria de 52 pg/cmz, tomando en cuenta un estudio previo en el que se observé absorcion
de 4% en colon (Jani et al, 1994) podemos calcular que el colon de un adulto podria
absorber hasta 2 pg/cm? de E171 al dia. Esta cantidad es muy cercana a las
concentraciones utilizadas en el ensayo de MN (5, 10 y 50 ug/cm?) por lo que
consideramos que estas concentraciones son adecuadas para analizar el efecto del
E171 en colon debido a la exposicion oral por medio de los alimentos.
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Para analizar los mecanismos asociados a la genotoxicidad del E171, se estudi6 de
manera acelular, la capacidad fotocatalitica del E171 y posteriormente sus efectos
directos sobre DNA plasmidico. La capacidad fotocatalitica de una NP puede ser tomada
como un criterio para considerar su toxicidad, ya que el grado toxicidad de una particula
esta directamente relacionada con caracteristicas de la NP que también la hacen mas
fotocatalitica (Sayes et al, 2006). La capacidad de las NPs de fotocatalizar el medio en
el que se encuentran dispersas, varia por diversas caracteristicas, las mas importantes
en las TiO, NPs son el tamafio de la particula y su estructura cristalina; entre mas
pequefias son las particulas, aumenta su superficie de reaccion y por lo tanto el area en
el que puede haber reacciones de fotocatalisis, por otro lado, en cuanto a su estructura
cristalina, se sabe que la anatasa es mas fotocatalitica que el rutilo o la brookita (Chin et
al, 2010; Kim et al, 2007; Lachheb et al, 2002; Ma et al, 2012). El E171 habia sido
considerado inerte y seguro desde la década de los 60s y es reportado como no
fotocatalitico por la empresa de la que fue obtenido, por lo que es ampliamente utilizado
en alimentos como aditivo (Skocaj et al, 2011). Ademas, no hay trabajos en el que sea
caracterizado en cuanto a su capacidad fotocatalitca. Debido a que las caracteristicas
fisicoquimicas de las particulas influyen directamente en su capacidad fotocatalitica y en
su toxicidad, en este trabajo se busco caracterizar la capacidad fotocatalitica de las
particulas de E171 por medio del ensayo de la degradacion del AM. Las particulas fueron
expuestas a luz UV en un sistema acelular y se compararon con otras formas de TiO,

(TiO2-S y TiO,-B) utilizadas en la industria por su capacidad fotocatalitica.

Un material es fotocatalitico, cuando es un semiconductor, al ser expuesto a una energia
mayor o igual a la de su band gap, un electron se mueve de la banda de valencia a la
banda de conduccion y deja un hueco el cual puede interactuar con el H O o el Oz y
formar ROS como radical hidroxilo (OH") y anion superoxido (O2’; Kim et al, 2007; Ma et
al, 2012). El TiO, tiene un band gap de 3.2 eV y utilizando la ecuacion de relacion Planck-
Einstein (E=hc/\) se calcul6 la longitud de onda minima necesaria para excitar al electron
de una particula de TiO,y asi inducir fotocatalisis. Se encontré que la energia necesaria
es de 386.91 nm lo que quiere decir que una energia igual o mayor a la luz UVA (320-

400 nm) puede producir fotocatalisis (Chen et al, 2014). La luz utilizada en este trabajo
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fue luz UVC (200-290 nm) la cual es suficiente para excitar al electron y producir
fotocatalisis.

Se encontrd que el E171 es fotocatalitico incluso mas que las TiO2-S, de las cuales ya
se conocia que si eran fotocataliticas y lo cual se determiné por el mismo método de la
degradacion de AM (Zhang et al, 2004), por otro lado, el E171 es menos fotocatalitico
que las TiO,-B lo cual era de esperarse ya que los TiO,-B son utilizados con fines de
fotocatalisis. EI hecho de que el E171 sea fotocatalitico indica que es capaz de formar
ROS. Se sabe que las ROS pueden afectar a todos los componentes celulares como
lipidos, proteinas y en especial al DNA (Mroz et al, 2008). Por las ROS que generen
estas particulas y dado que el E171 se ingiere de manera oral, podrian ser causantes
de dafo en las células del tracto gastrointestinal.

Dado que se ha visto que cuando las NPs son recubiertas con diferentes moléculas
como proteinas del suero de humano, disminuyen su toxicidad (Docter et al, 2014), se
investigd la capacidad fotocatalitica del E171 tras ser incubado por 24 h con SFB y
albumina para observar si su actividad disminuia y aunque aun tiene una ligera actividad
fotocatalitica, esta disminuy6 significativamente en comparacion del E171 sin ser
incubado. El E171 tras ser incubado con SFB tuvo la menor actividad fotocatalitica,
seguido del incubado con albumina, esto debido a la mayor cantidad de proteinas que
estan en el SFB, las cuales son principalmente albumina, globulinas y hemoglobulina.
Estas pueden cubrir la superficie de las particulas, lo que es llamado proteina corona y
esta proteina corona puede ser la que impida la interaccion del E171 con el medio para
generar fotocatalisis. EI SFB tiene diversas proteinas como albumina, globulina y
hemoglobulina. A pesar de que este resultado puede indicar que el E171 no es capaz
de formar ROS al estar recubierto por una proteina corona, se ha demostrado que las
TiO2 NPs pueden formar ROS dentro de las células (Shukla et al, 2011). Es importante
considerar que aunque el E171 al ser ingerido no esta expuesto a luz UV directamente,
este podria estar expuesto a luz UV antes de ser ingerido y ser fotoactivado, ademas se
ha demostrado que la capacidad fotocatalitica de una particula puede ser téxica aun
siendo la particula internalizada (Horie et al, 2016). Por otro lado, en un ambiente
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ocupacional, los trabajadores podrian estar inhalando particulas de E171 directamente

expuestas a luz UV.

Otra forma de evaluar genotoxicidad directa de algun agente, es analizando el cambio
de forma en el DNA plasmidico por exposicion al agente en cuestion, en este caso E171.
Se realizé el ensayo de degradacion del plasmido pmirGLO, en este ensayo se comparoé
la degradacion del DNA plasmidico tras 24 h de incubacion con de 0.0001, 0.01, 100 y
1000 pg/mL de E171 y como control positivo se incubé DNA con H,O2 50 uM por 24 hy
por otro lado, se cortd con la enzima Xbal para linealizarlo.

Generalmente, los plasmidos se encuentran de forma superenrrollada, son de doble
cadena y estan de forma “cerrada” con enlaces covalentes. Al producirse un dafo en el
DNA, pueden presentarse de forma “abierta” cuando el dafio es ruptura de cadena
sencilla o de forma lineal cuando el dafo es una ruptura de doble cadena (Russo &
Russo, 1993). A pesar de que se esperaba que el DNA del plasmido fuera cortado por
el E171 y linealizado como se ha visto en otros estudios con TiO2 NPs (Dunpall et al,
2012), los resultados indican que hay una interaccion de las particulas con el DNA pero
que no cortan las dos cadenas completamente ya que el DNA plasmidico no se ve
linealizado como el digerido con la enzima Xbal ni degradado como se ve con H,O». El
DNA plasmidico pasa de superenrrollado a circular lo que sugiere rupturas de cadena
sencilla (Szczepanska et al, 2011). Por otro lado, existe una pequefia porcion de DNA
circular en el control negativo lo que podria deberse al estrés mecanico debido a la
resuspension del mismo en agua inyectable para cargarlo en el pozo del gel de agarosa
ademas de su congelacion tras ser extraido. Ademas, en el gel presentado en la figura
13, se ve una disminucion de la cantidad de DNA en las bandas al aumentar la
concentracion de E171 lo que podria deberse a que hay DNA pegado a las particulas
que se quedan en el pozo (Rong-Rong et al, 2007). El hecho de que el dafio observado
por la interaccion del E171 con el DNA plasmidico sea principalmente de rupturas de
cadena simple y que no sea danado todo el DNA plasmidico expuesto, sugiere que
existen otros mecanismos involucrados en el dafio provocado al DNA por el E171 en los

modelos in vivo e in vitro. Estos mecanismos podrian ser dafio en los sistemas de
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reparacion, formacion de ROS, dafio en moléculas antioxidantes y dafio en la funcion

mitocondrial (Zijno et al, 2015).

Estos resultados indican que el E171 puede estar causando dafio al DNA del colon ya
sea mediante un modelo in vivo de forma oral o al ser administrado directamente en un
modelo in vitro. Y como lo indica la formacion de MN en el modelo in vitro, este dafio
podria causar rompimiento de cromosomas. Por otro lado, este dafo podria estar
asociado a mecanismos de genotoxicidad secundarios como la formacion de ROS ya
que se ha demostrado que el E171 tiene capacidad fotocatalitica en el medio, ademas
que la interaccion directa del E171 con el DNA no es suficiente para causar rupturas de
doble cadena ya que los resultados del ensayo de degradacion de DNA plasmidico
sugieren que las particulas de E171 no son capaces de cortar completamente o
degradar el DNA. A pesar de que la genotoxicidad por exposicion a E171 ha sido

confirmada, el mecanismo exacto de genotoxicidad aun es desconocido.

Con el crecimiento de la nanotecnologia y su aplicacion en alimentos, es importante
realizar estudios sobre los efectos de las NPs en los sistemas biologicos. Es por esto,
que los estudios toxicologicos enfocados a NPs de grado alimenticio han ido en
aumento. En especial, ya que el E171 es el NM mas frecuentemente utilizado en
alimentos como aditivo, es fundamental entender y describir los efectos dafinos que
puede en el tracto gastrointestinal para poder tomar decisiones sobre el riesgo que tiene
la poblacion al estar ingiriéendolo constantemente a través de los alimentos, productos

farmacéuticos y productos de cuidado personal como las pastas de dientes.
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8. Conclusiones
El E171 es capaz de causar genotoxicidad en colon por via oral.

La administracion de E171 al 0.5% por medio de la dieta en un modelo murino
induce rupturas de doble cadena en el DNA del epitelio del colon a las 4 y 10

semanas de tratamiento.

La exposicion a 5, 10, 50 y 100 pg/cm?de E171 por 24 h no disminuye la viabilidad
de las células HCT116.

Los aglomerados formados con la concentracién de 100 ug/cm? de E171 no

permiten la visualizacion de los MN en las células HCT116.

La exposicion a 5, 10 y 50 pg/cm2 de E171 por 24 h induce formacion de MN en
células HCT116, la cual aumenta con respecto a la concentracion.

El E171 es fotocatalitico y puede degradar compuestos organicos como el AM al

ser expuesto a luz UV.

La capacidad fotocatalitica del E171 se ve reducida por el recubrimiento de la

particula con proteinas presentes en el SFB y con albumina.

El E171 induce rupturas de cadena sencilla al interactuar directamente con DNA

plasmidico, este dafio aumenta con respecto a la concentracion.
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9. Perspectivas

Se sabe que ademas del colon, el E171 puede acumularse en 6rganos como higado,
bazo, rinones y corazdn por lo que se podria analizar el dafio a DNA en estos 6érganos
mediante inmunoflurescencias de yH2AX en ratones alimentados con 0.5% de E171
durante 4 y 10 semanas.

Por otro lado, ya que se encontrd que la exposicion a E171 induce formacion de MN,
se podria determinar si este dafo estda asociado a rupturas de doble cadena
realizando inmunofluorescencias de yH2AX, si el dafo es oxidativo, mediante la
cuantificacion del marcador 8-OHdG vy si el dafio se encuentra en los sistemas de
reparacion (NHEJ y HR). Esto podria ser analizado en céluals HCT116 expuestas por
24hab5, 10,50y 100 pg/cm? de E171.

De los ensayos de fotocatalisis realizados en este trabajo surgieron constantes dudas
sobre la influencia de la fotocatalisis por E171 en la genotoxicidad. Debido a esto, se
podria analizar la genotoxicidad por E171 mediante la evaluacion de las rupturas de
doble cadena realizando inmunofluorescencias de yH2AX y el dafio oxidativo
mediante la cuantificacion del marcador 8-OHdG en células HCT116 expuestas
durante a 5, 10, 50 y 100 pg/cm2 de E171 por 24 h. Finalmente, se podrian realizar
estos ensayos exponiendo previamente el E171 a luz UVC durante 2 h para analizar

si el cambio en su superficie es capaz de aumentar su genotoxicidad.
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